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Abstract of DE198296S7 

The invention relates to a method and a device 
for the flu oro metric determination of a 
biological, chem ica! or physical parameter of a 
sample, using at least two different 
luminescent materials, the first of which 
responds to the parameter at least as regards 
luminescence intensity and the second of 
which does not respond to the parameter as 
regards luminescence intensity and decay 
time. The luminescent materials have different 
decay times. The time or phase behaviour of 
the luminescence response obtained is used 
to generate a reference variable for 
determining a parameter. 
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ABSORPTIONSSPEKTRUM 

DES REFERENZLEUCHTSTOFFS (ref) 



ABSORPTION SSP EKTR UM 
DES FLUOR ES ZEN ZINDIKATORS (flu) 



Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Verfahren und Vorrichtung zur Referenzierung von Fluoreszenzintensitatssignalen 

Ein Verfahren und eine Vorrichtung zur fluorometri- 
schen Bestrmmung eines biologischen, chemischen oder 
physikalischen Parameters einer Probe benutzt zumin- 
dest zwei verschiedene Leuchtstoffe, deren erster zumin- 
dest in der Lumineszenzintensitat auf den Parameter an- 
spricht, und deren zweiter zumindest in der Lumineszenz- 
intensitat und der Abklingzeit auf den Parameter nicht an- 
spricht. Die Leuchtstoffe we i sen unterschiedliche Ab- 
klingzeiten auf. Das Zeit- oder Phasenverhalten der sich 
ergebenden Lumtneszenzantwort wird zur Bildung einer 
ReferenzgroBe fur die Bestimmung eines Parameters her- 
angezogen. 
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DE 198 29 657 A 1 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine in einem Spektralphotometer verwendbare Vorrichtung zur fluorometri- 
schen Bestimmung eines biologischen, chemischen oder physikalischen Parameters einer Probe unter Verwendung zu- 
5 mindest zweier verscbiedener Leuchtstoffe, deren erster zumindest in der Lumineszenzintensitat auf den Parameter an- 
spricht und deren zweiter zumindest in der Luniineszenzintensitat und der Abklingzeit auf den Parameter nicht anspricht. 

Insbesondere betrifft die Erfindung ein neues Konzept zur optischen Detektion von chemischen Parametern mit Hilfe 
von optischen Sensoren, auf der Basis von Phasenverschiebungs- und zeitaufgelosten Messungen. Die verwendeten Mo- 
dulationsfrequenzen liegen zwischen 0,5 und 5 MHz und sind mit preiswerten optischen Halbleiterbauteilen erfaBbar. 
10 Aus der Literatur und der Praxis optischer Sensoren ist bekannt, daB bei Lumineszenzmessungen die Bestimmung der 
Abklingzeit anstelle der Intensitlt als MeBgnbBe entscheidende" praktische Vorteile aufweistT D'ieseTGroBe wird durch 
Schwankungen des optischen Systems nur unwesentlich oder im besten Fall uberhaupt nicht beeinfluBt Sowohl Veran- 
derungen der Intensitat der Lichtquelle und der Empfindlichkeit des Photodetektors als auch Signalverluste durch Bie- 
gung von Fasern oder Beeinflussung der Signalintensitat durch Veranderung der Geometrie des Sensors haben keine 
15 Auswirkungen auf das MeBsignal. Dies gilt auch fur undefinierte optische Eigenschaften der Probe (wie Trtibung, Eigen- 
farbung und Brechungsindex), die zu Problemen bei Intensitatsmessungen fiihren konnen. 

Desweiteren gibt es in vielen Fallen eine weitgehende Unabhangigkeit des MeBsignals von der Konzentration des In- 
dikators in der sensitiven Schicht Deswegen sind Photozersetzung und Auswaschen in geringen MaBen wenig kritisch. 
In der Literatur wurden eine Vielzahl von MeBprinzipien vorgeschlagen, um chemische Parameter auf Abklingzeitba- 
20 sis zu messen. Eine der am haufigsten angewendeten Methoden ist die dynamische Lumineszenzloschung, wobei der an- 
geregte Zustand eines Lumineszenzindikators durch den Analyten strahlungslos deaktiviert wird. Auf dieser Grundlage 
erfolgt die optische Messung von molekularem Sauerstoff, sowie der Nachweis von Halogenid- und Schwermetallionen 

(1). . " . 

Eine weitere Moglichkeit der Deaktivierung nutzt den photoinduzierten Elektronentransfer in einem einzelnen Indika- 

25 tormolekiil. Bei diesem Effekt (kurz PET genannt) liegt der Lumineszenzindikator in verschiedenen Formen voi; von de- 
neri nur eine (saure Form oder mit gebundenem Metallion) hoch lumineszierend ist und eine lange Lebensdauer aufweist. 
In der zweiten Form (basische Form oder ohne gebundenes Metallion) besitzt der Indikator ein freies Elektronenpaar, 
welch es den angeregten Zustand strahlungslos deaktivieren kann. Als Folge verringert sich sowohl die Abklingzeit als 
auch die Lumineszenzquantenausbeute. Dieses Prinzip kann Anwendung finden fur die optische Bestimmung des pH- 

30 Wertes oder in der optischen Ionensensorik (2). 

Eine weitere vorgeschlagene Moglichkeit der Abklingzeitmessung besteht darin, daB bestimmte pH-Indikatoren im 
protonierten und deprotonierten Zustand mit unterschiedlicher Intensitat und unterschiedlicher, aber definierter Abkling- 
zeit lumineszieren. Dabei handelt es sich z. B. um Derivate von Seminaphthofluorescein. In diesem Fall wird die Lumi- 
neszenz der sauren und der basischen Form simultan Vermessen. Aus dem jeweiligen (pH abhangigen) /Verhaltnis der 

35 beiden Intensitaten ergibt sich dabei eine mittlere Abklingzeit, die gemessen werden kann (3). Voraussetzung bei dieser 
Methode ist, daB beide Formen eines Indikators lumineszieren, und ihre Absorptions- und Emissionsspektren deutliche 
Uberlappungsbereiche aufweisen. 

Es ist wichtig anzumerkeri, daB bei den meisten der bisher zitierten MeBprinzipien die gemessenen Abklingzeiten in 
der Regel im Bereich von wenigen Nanosekunden liegen. Die genaue Messung von Abklingzeiten im unteren Nanose- 

40 kundenbereich ist aber.instrumentell sehr aufwendig und erfordert neben sehr schnellen Schaltungen und hohen Modu- 
lationsfrequenzen auch schnelle Lichtquellen und Detektoren. Die Entwicklung.von preiswerten MeBgeraten fiir diese 
Art von Sensoren, auf der Basis von optischen Halbleiterkomponenten wie Leuchtioden und Photodioden scheint deswe- 
gen in naher Zukurift ziemlich ausgeschlossen. Preiswerte MeBgerate sind aber fur eine weitgefacherte Anwendung op- 
tischer Sensoren unabdingbar. Deswegen besteht ein groBes Interesse an Abklingzeitsensoren, deren MeBbereich sich im 

45 Bereich von Mikrosekunden oder sogar Millisekunden bewegt Solche Sensoren wurden bisher fast ausschlieBlich fur 
die optische Sauerstoffmessung bis zur Praxisreife entwickelt, wobei Indikatoren mit Abklingzeiten bis zu einigen Mil- 
lisekunden zum Einsatz kommen. 

Ein kurzlich eingeschlagener Weg, neue langlebige Abklingzeitsensoren zu entwickeln, nutzt den strahlungslosen 
. Energietransfer zwischen einem lumineszierenden Donormolekul, dessen photophysikalische Eigenschaften durch den 

50 Analyten nicht beeinfluBt werden, auf einen fur den Analyten sensitiven Farbindikator, der als Akzeptor bezeichnet wird. 
Dessen Absorptionsspektrum muB abhangig von der jeweiligen Analytkonzentration unterschiedlich stark mit dem 
Emissionsspektrum des Donors uberlappen. Als lumineszierender Donor konnen "Ubergangsmetallkomplexe mit Ruthe- 
nium(II), Ruthenium(T) oder Osmium und Iridium als Zentralatom eingesetzt werden. Diese , Verbindungen zeichnen sich 
durch lange Lebenszeiten (einige 100 nsec bis wenige Mikrosekunden) und hohe Quantenausbeuten aus. Dieser Weg 

55 wurde erstmalig von Lakowicz vorgeschlagen und kurzlich fur optische pH-Sensoren umgesetzt, wobei die analoge Rea- 
lisierung von Optoden fur die DCO2-, NH3- und die Ionendetektion grundsatzlich moglich ist (4, 5). 

Ein gravierendes Problem beim praktischen Einsatz solcher Sensoren besteht darin, daB die Rate des Energietransfers 
und damit die meBbare mittlere Abklingzeit zum einen signifikant vom Abstand und der Positionierung von Donor und 
Akzeptormolekul abhangig ist, zum anderen aber auch von der Konzentration des Akzeptors in der Matrix. Aus diesem 

60 Grund fuhrt jede Veranderung der Verteilung und des Abstands der Indikatoren in der Matrix zu Veranderungen in der 
Kennlinie der Sensoren. Insbesondere die Quellung der Matrix stellt ein erhebliches Problem dar. 

Ein weiteres Problem ist der EinfluB von Sauerstoff auf die Sensoren. Da die Lumineszenz der eingesetzten langlebi- 
gen Donoren von Sauerstoff zum Teil betrachtlich geloscht wird, muB die Sauerstoflkonzentration mitgemessen und das 
MeBsignal korrigiert werden. Zusatzlich entsteht bei diesem ProzeB in der Membran reaktiver Singlettsauerstoff, der die 

65 Photozersetzung der immobilisierten Indikatoren beschleunigt. Damit wird sowohl die Lager- als auch die Langzeitsta- 
bilitat der Sensoren herabgesetzt, Damit geht naturlich einer der klassischen Vorteile der Abklingzeitmessung verloren. 

Aus der US 5,102,625 ist eine Vorrichtung der eingangs genannten Art bekannt. Dort werden mittels zweier separater 
MeBkanale die Intensitaten zweier Leuchtstoffe separat gemessen. Deren Intensitatsverhaltnis wird als Endsignal fiir die 
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Messung des Parameters verwendet Die Abkiingzeiten der Leuchtstoffe gehen in die Messung nicht ein. Die beiden 
LeuchtstofFe haben un terse hiedliche Spektralbereiche. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren und eine Vorricht'ung zur fluorometrischen Bestimmung des Para- 
meters einer Probe anzugeben, das bei hoher MeBgenauigkeit mit geringerem apparativen Aufwand auskommL 

Zur Losung der Aufgabe wird ein Verfahren mit den Merkmalen von Ansprucb 1 und eine \forrichtung mit den Merk- 5 
malen von Anspruch 21 vorgeschlagen. 

Die Erfindung beschreibt ein neues MeBprinzip, welches die fluorometrische Bestimmung verschiedener cbemischer, 
physikalischer und biologischer Parameter mit Hilfe von zeitaufgelosten- und Phasenmodulatioiistechniken ermogUcht. 
Die Erfindung eriaubt es, das Intensitatssignal der meisten in der Literatur beschriebenen Fluoreszenzsensoren durch Zu- 
mischen eines langlebigen Leuchtstoffs sehr effektiv zu referenzieren. Dazu werden zwei verschiedene LeuchtstofFe ge- 10 
meinsam im Sensor co-immobilisiert. Die Summe aus einem Lumineszenzsignal mit konstanter langlebiger Abklingzeit 
(mind, einige hundert Nanosekunden) und einem kurzlebigen Fluoreszenzsignal wird gemessen. Wahrend die langlebige 
Lumineszenz in ihren Parametern vom Analyten nicht beeinfluBt wird, verandert sich die Intensitat des co-immobiiisier- 
ten kurzlebigen Leuchtstoffs in Abhangigkeit von der jeweiligen Analytkonzentration. Da die durch Phasenmodulations- 
' techniken ermittelte Phasenverschiebung €> m nur vom Verhaltnis der Intensitatsanteile der beiden einzelnen Leuchtstoffe is 
abhangt, spiegelt sich in diesem Parameter direkt die Intensitat des auf den Parameter ansprechenden Leuchtstoffs wie- 
der. Damit handelt es sich bei der Erfindung um ein neues Verfahren derinternen Referenzierung der Signalintensitat von 
Fluoreszenzleuchtstoffen, ohne daB eine zweite Lichtquelle oder ein zweiter Photodetektor benotigt wird. Unter der Vor- 
aussetzung, daB die Verteilung dei* beiden Leuchtstoffe beim HerstellungsprozeB konstant gehalten wird, ist <I> m aus- 
schlieBlich vom zu bestimmenden physikalischen oder chemischen Parameter abhangig, wahrend Schwankungen im op- 20 
toelektronischen System, Verlusten in den Lichdeitern und den optischen Eigenschaften der Probe das Signal nicht be- 
einflussen. 

Bevorzugt ist, daB beide Leuchtstoffe im gleichen Wellenlangenbereich Licht absorbieren und damit mit der gleichen 
Lichtquelle zur Lumineszenz angeregt werden konnen. Bevorzugt liegen die Emissionsspektren im gleichen Spektralbe- 
reich. So ist es z. B. moglich, beide Leuchtstoffe mit blauern Licht bei einer Wellenlange von 450 nm anzuregen, wobei 25 
ein Leuchtstoff griines Licht bei 520 rim und der zweite rotes Licht bei 600 nm emittiert, da beide Signale trotzdem mit 
demselben Detektor gemessen werden konnen. Es ist aber auch moglich, die Lumineszenz zweier Leuchtstoffe simultan 
zu messen, die sich in ihren Emissionsspektren deutlich voneinander unterscheiden. 

Das beschriebene MeBverfahren hat den Vorteil, daB der langlebige Leuchtstoff keine analytspezifische Reaktion auf- 
weisen muB, sondem einzig als Trager eines konstanten Untergrundsignals mit langer Abklingzeit fungiert, welches 30 
durch den kurzlebigen Leuchtstoff moduliert wird. Aus diesem Grund kommt eine Vielzahl von in der Literatur beschrie- 
benen phosphoreszierenden Verbindungen fur diesen Zweck in Frage. 

Der langlebige Leuchtstoff braucht nicht mit der Probe, dem Analyten und dem Fluoreszenzindikator in Wechselwir- 
kung zu treten und kann deswegen in einer Form immobilisiert werden, in der er fur samtliche Probenkomponenten inert 
ist und damit potentielle Interferenzen durch chemische Parameter von vomherein ausgeschlossen sind. 35 
.. Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeispielen erlautert. 

Fig, 1 zeigt die Abhangigkeit des gemessenen Phasenwinkels ^> ra von dem Verhaltnis der Intensitat des Fluoreszenz- 
indikators und des Referenzleuchtstoffes; A hohes Fluoreszenzsignal, B niedrieges Huorszenzsignal. Es bezeichnen: flu 
- = variables Fluoreszenzsignal; ref = konstantes Referenzsignal; ges = gemessenes Gesamtsignal; 

Fig. 2 zeigt einen berechneten Zusammenhang zwischen dem gemessenen Phasenwinkel <I> m sowie cot (OJ und dem 40 
Amplitudenverhaltnis R der beiden Leuchtstoffe; 

Fig. 3 zeigt spektrale Eigenschaften eines geeigneten Paares von Fluoreszenzindikator und Referenzleuchtstoff. Die 
optimalen spektralen Fenster fur die Anregung des Lumineszenzsignals und die Messung des emittierten Lichtes sind 
schraffiert eingezeichnet; 

Fig. 4 zeigt eine zeitaufgeloste Messung des Verhaltnisses der Signalintensitat wahrend des Anregungsimpulses (Ii) 45 
und wahrend des Abklingens der Lumineszenz (I2), Wobei das Verhaltnis R von der Gesamthohe des Signals unabhangig 
ist und nur eine Funktion des zu bestimmenden chemischen Parameters darstellt; 

Fig. 5 zeigt pH-Calibrierkurven eines pH-Sensors nach Beispiel 1 mit unterschiedlicher Menge an HPTS (A: wenig 
HPTS; B: viel HPTS), gemessen als Phasenverschiebung bei einer Modulationsfrequenz von 80 kHz. Als Lichtquelle 
dient hier eine blaue LED und als Detektor eine Photodiode; und 50 

Fig. 6 zeigt vier Kombinationsmoglichkeiten des kurzlebigen chemisch sensitiven Leuchtstoffs (A) und des inerten 
langlebigen Leuchtstoffs (B) in einem optischen Sensor. 

Als fur den Analyten inerte Leuchtstoffe mit langen Abkiingzeiten kommen z. B. in Frage: 

- Ubergangsmetallkomplexe mit Ruthenium (H), Rhenium (I) oder Osmium und Iridium als Zen tral atom und Dii- 55 
minliganden; 

- phosphoreszierende Porphyrine mit Platin, Palladium, Lutetium oder Zinn als Zentralatom; 

- phosphoreszierende Komplexe der Seltenerden wie Europium, Dysprosium oder Terbium; 

- phosphoreszierende Kristalle wie Rubin, Cr- YAG, Alexandrit oder phosphoreszierende Mischoxide wie Magne- 
siumfluorogermanat 60' 

Als kurzlebige fluoreszierende Leuchtstoffe kommen alle Farbstoffe in Frage, deren Anregungs- und Emissionsspek- 
trum mit einem der oben zitierten langlebigen Leuchtstoffe uberlappt und deren Fluoreszenzintensitat vom zu bestim- 
menden Parameter abhangig ist 

Beispiele fur potentiell mogliche Leuchtstoff- bzw, Luminophor/Ruorophorpaare sind: 65 
Rumenium(II)-(tris-4,7-diphenyl-l,10-phenandirolm)/^^ . 
Ruthenium(II)-(tris-4,7-dipheny 1- 1 , 1 0-phenanthrolin)/Fluorescein 
Ruthenium(H)-(tris-4,7-dipheny 1- 1 , 1 0-pbenanthrolm)/RhcKlamin B 
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Rutheniuni(II)-(tris-4,7-diphenyl-l ,10-phenanthrolin)/Rhodamin B-octadecylester 

Rutheniuni(II)-(tris-4,7-diphenyl- 1 ,10-pbenanthrolin)/Hexadecyl-Acridinorange 

EuropiumfHI)- tris- theonyl- trifluormemylacetonat/Hydroxymemylcoumarin 

Platin(]I)-tetraphenylporphyrin/RJiodamin B-octadecylester 
5 Platin(II)-tetraphenylrx5rphyrin/Rhodarnin B 

Platin(II)-telxaphenylporphyrin/Naphtofluorescein 

Platin(]I)-tetraphenylrx5rphyrin/SulforhcKlam 101 

Pladn(TI)-octaethylporphyrin/Eosin 

Platin(ID-CK:taethylpoi^hyrirj/rhionin 

10 Platin(II)- octaethy lketoporphyrin/Nilblau _ 

" ~ 0(ITI)-YAG7Nilbiau" ~~~~ " ~ * " : * ' " " " "~- " ~ 

Cr(m)-YAG/Naphtofluorescein 

Der langlebige Leuchtstoff kann auf unterschiedliche Weise in den Sensor integriert werden (Abb. 6): 

is - durch direktes Losen des Leuchtstoffs in der analytsensitiven Schicht (Fig. 6, Bsp. 3) 

- durch Einbau in ein Polymer, welches als Grundierung fur die Sensorschicht dient (Fig. 6, Bsp. 1) 

- durch Einbau in ein Polymer, welches in Mikro- oder Nanopartikeln in die sensitive Schicht dispergiert wird (Fig. 
6, Bsp. 2) 

- durch Einbau von lumineszierenden Farbstoffen in Sol-Gel Glas mit anschlieBendem Sintern, Pulverisieren und 
20 Dispergieren des Glases in der Sensorschicht (Fig. 6, Bsp. 2) 

- durch Verwendung pulverisierter Phosphore, die in der sensitiven Schicht dispergiert werden (Fig. 6; Bsp. 2) 

- durch Beschichturig der AuBenseite einer Sensorfolie, ohne Kontakt zur Probe (Fig. 6, Bsp. 4) 

- durch kovalente oder elektrostatische Bindung des Ruoreszenzindikators an die Oberflache von Leuchtstoffpar- 
tikeln, die entweder in eine Polymerschicht dispergiert werden oder direkt in der. Probe verteilt werden ( 

25 - durch Dispersion von Partikeln in die Probe, in welcher der Ruoreszenzindikator in geloster Form vorliegt 

. Es ist wichtig zu erwahnen, daB mit Hilfe von Phasenmodulanonstechniken bei Frequenzen im kHz-Bereich bei dieser 
Art von Sensoren immer nur eine mittlere Phasenverschiebung errnittelt werden kann. Ein Aufsplitten in beide Abkling- 
zeitkomponenten ist zwar prinzipiell moglich, durch die benotigten hohen Frequenzen aber meBtechnisch aurwendig. 
30 Aufgrund der deutlichen Unterschiede in den Abklingzeiten der beiden co-immobilisierten Indikatoren ergibt die zeit- 
aufgeloste Messung, bei der nach einem Anregungslichtpuls ausschlieBlich das Abklingverhalten des Lumineszenzsi- 
gnals nach Ausschalten des Anregungspulses errnittelt wird, in vielen Fallen keinen nutzbringenden Parameter, da die 
kurzlebige Komponente zu schnell abklingt und meBtechnisch nur mit hohem Aufwand erfaBt werden kann. 

Auch ist es moglich, die Signalintensitat wahrend des Anregungspulses und in der Abklingphase separat zeitaufgelost 
35 zu messen und das Verhaltnis dieser beideri Signale R zu berechnen. Wie aus Fig. 4 hervorgeht, hangt dieses Verhaltnis 
ausschlieBlich vom Intensitats verhaltnis R der beiden Lumineszenzkomponenten ab und ist vollstandig unabhangig von 
dei: Gesamtintensitat des Signals. 

Desweiteren kann mit Phasenmodulationstechniken die mittlere Phasenverschiebung des Lumineszenzsignals gemes- 
sen werden. Die MeBfrequenz wird dabei aiif die Abklingzeit des Leuchtstoffs abgestimint und liegt zwischen 0,5 und 
40 100 kHz. Wie im folgenden gezeigt wird, geht aus der Gleichung (1) hervor, daB der jgemessene Phasenwinkel <& m nur 
vom Verhaltnis der beiden Signalintensitaten, aber nicht von der Absoluthohe des Signals abhangt und somit die Refe- 
renzierung der Intensitat des kurzlebigen Fluoreszenzanteils ermoglicht 
Voraussetzung 1: 

Additive tJberlagerung der Signale (Index ref = Referenzsignal, Index flu = Fluoreszenzsignal; Index m = MeBgroBe) 

45 

A m • cosO m = A rcf • cos^ + Aflu • cos<I> flu . f- 

A m • sinO m = Arrf • sin<E> ref + A flu • sinO flu 

50 Voraussetzung 2: 

Die langere Abklingzeit ist sehr viel groBer als die kiirzere Abklingzeit: 

Tycf » Tfl u 

55 Wenn die Modulationsfrequenz so gewahlt ist, daB sie fur Trtf optimal ist, d. h. 
tanOrrf =27C ■ f m od ■ ^ref = 1 
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ergibt sich fur Og, 



u- 



i ^ f] u 'mod w flu _ _ 

65 mit der Voraussetzung ergibt sich fur den Winkel <£fi u : 
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ref 



flu 



Voraussetzung 3: 

Die Abklingzeit des Farbstoffs mit der langeren Abklingzeit ist fur die interessierende Messung konstant: 

Zrcf = konstant — * tan<J> ref = konstant — ► €> ref = konstant 

Damit vereinfachen sich die additiven Gleichungen zu: 

A m • cos<£ m = A rcf • cos<X> rcf 4- A flu 
A m • sinO m = Arcf • sin^f 

Teilt man die erste Gleichung durch die zweite, ergibt sich: 

A m -cos<S w =cQt<t> A ref - cos <f> ref -h Atiu A ref ( cos <D ref + Aa, / aJ \ 
A m .sinO m m An,,.sin<D ref "a^ \ sh^~ j 



COS <I> ref + Aflu/ Aref -A 

COt0 " = s inO„, cot <Dr»f + slfrW * Aflu 1 Ani - 



d) 
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Da die Auftragung von cot <3> m linear das Amplitudenverhaltnis widerspiegelt, ergibt sich ein linearer Ziisammenhang 
zwischen dem Cotangens des gemessenen Phasenwinkels <^ m und dem Amplitudenverhaltnis R (und damit auch Inten- 
sitatsverbaltnis) der beiden Leuchtstoffe siehe Fig, 2). 30 

cotO m driickt ein Intensitatsverhaitnis aus, ohne daB zwei Intensitatssignale separat gemessen werden mussen. 

Wesentliche Vorteile sind: , . . 

- Ein sehr geringer S ynthese- und Optimierungsaufwand bei der Herstellung neuer Sensoren. 

- Einfache Umstellung bereits optimierter Ruoreszenzsensoren auf Abklingzeitmessung. durch einf aches Zumi- .35 
schen des langlebigen Leuchtstoffs. 

- Fur ein Feld von Sensoren fur unterschiedliche Analyten kann problemlos immer der gleiche langlebige Leucht- 
stoff verwendet werden. Damit lassen sich verschiedene Sensoren mit demselben optpelektronischen System aus- 
werten. * ' 

- Da die Form der Kalibrierkurve nur vom Verhaltnis der beiden Intensitaten abhangt, kann der Empfindlichkeits- 40 
bereich eines einzelnen Sensors allein schon durch Veranderung der zugegebenen Menge an Leuchtstoff optimiert 
werden. 

- dasselbe kann durch eine optimale Auswahl der spektralen Fenster sowohl auf der Seite der Anregung, als auch 
der Emission realisiert werden. 

- Die Querempfindlichkeit langlebiger Lumineszenz gegeniiber SauerstofF kann ausgeschaltet werden, indem die 45 
Indikatoren in Materialien eingebaut werden, die fur Gase nicht zuganglich sind. 

- Werden phosphoreszierende Feststoffe oder in Glas eingebaute Leuchtstoffe verwendet, wird jegliche Beeinflus- 
suhg des Signals durch chemische LeuchtstofTparameter in der Probe vollstandig ausgeschlossen. 

- Weil Sauerstoff die Lumineszenz nicht loschen kann, entsteht in der Membran kein reaktiver Singlettsauerstoff. 

In der Folge verringert sich die Photozersetzung und die Stabilitat der Sensoren verbessert sich.- 50 

- Der Einbau der langlebigen Leuchtstoffe in eine Glasmatrix oder als Feststoff verhindert deren Auswaschen voll- 
standig. Desweiteren ist ihre Photos tabilitat auBergewohnlich hoch. 

- Wahrend bei MeBprinzipien, bei denen der Analyt den angeregten Zustand des langlebigen Leuchtstoffs deakti- 
viert (wie PET-EffekU dynamischer Loschung oder Energietransfer), die Abnahme der mittleren Abklingzeit, im- 
mer parallel mit einer Abnahme der Signalintensitat verbunden ist, was zu einer Verschlechterung des Signal/ 55 
Rausch Verhaltnisses fuhrt, wird bei dieser Art von Sensoren bei Abnahme der Abklingzeit die Signalintensitat gro- 
Ber. Die Folge ist ein wesentlich besseres Signal/Rausch Verhaltms iiber den gesamten MeBbereich. 

Da die Kennlinie dieser Sensoren einzig vom Verhaltnis der Signalanteile beider Indikatoren abhangt, sollen jedoch 
folgende Bedingungen erfullt sein: * . 60 

1) keiner der beiden Indikatoren darf im Verlauf der Messung auswaschen; 

2) die beiden Indikatoren durfen wahrend der. Messung nicht unterschiedlich schnell durch lichteinwirkung zer- 
setzt werden; 

3) das Konzentrations verhaltnis der beiden Indikatoren muB beim Herstellen der Membranen konstant gehalten 65 
werden; 

4) die Abklingzeit des langlebigen Leuchtstoffs muB immer konstant sein. 
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Fiir viele Sensoren konnen diese Bedingungen problemlos erfullt werden. 
Beispiele fiir optische Sensoren basierend auf diesem Prinzip: 

pH- Sensor 

- HPTS adsorbiert an Zellulose mit quartemaren Ammoniurhgruppen und eingebaut in Poly-hydroxyethylmetha- 
crylat (PHEMA) Hydrogel 

- Ru(phen)3Cl2 in Sol-Gel (gesintert, gemahlen und im Hydrogel dispergiert) (Fig; 5 zeigt die Kalibrierkurve die- 
ses Sensors, gemessen als Phasenverschiebung bei einer Frequenz von 80 kHz) 

pH-Sensor 



- Aminofluorescein kovalent gekoppelt an Sol-Gel Partikel mit eingebautem RuCphen^Ch (gesintert, gemahlen 
und in Hydrogel dispergiert) 

15 

CC>2-Sensor 

- HPTS-CTA 3 Ionenpaar in Ethylcellulose gelost mit Tetraoctylainmoniumhydroxid als Puffer (nach 6) 

- Ru(4,7-diph-l,10-phen) in PVC als auBere Beschichtung einer Sensorfolie 

20 

NH 3 -Sensor 

- Rhodamin B gelost in PVC mit NPOE (nach 7) 

- R(n)-tetra-pentafluorophenyl-p6rphyrin in PVC als auBere Beschichtung einer Sensorfolie 

25 

Kalium-Sensor 

- lipophilisiertes Nilblau gelost in PVC mit Weichmachem (nach 8) 

- Pt(II)-octaethylketoporphyrin in PVC als auBere Beschichtung 

30 

Die Erfindung erlaubt somit eine optische Bestimmung eines chemischen biologischen oder physikalischen Parame- 
ters einer Probe mit Hilfe eines optischen Sensors. 3m Sensor liegen zwei Lummeszerizind^atoren.coimmobilisiert vor, 
von denen der eine Indikator als Trager eines Untergrundlumineszenzsignals fungiert* welches durch eine lange Lurni- 
neszenzlebenszeit (vorzugsweise im Bereich von mindestens 100 Nanosekunden bis zu einigen Millisekunden) gekenn- 

35 zeichnet ist, und welches weder in seiner Intensitat noch in seiner Abklingzeit vom zu messenden Parameter beeinfluBt 
wird. Der zweite Indikator weist eine kiirzerlebige Ruoreszenz vorzugsweise im Bereich von einigen Nanosekunden auf, 
welche das langlebige Lurriineszenzsignal iiberlagert, und deren Intensitat eine Funktion des zu messenden Parameters 
ist. Mit Hilfe von Phasenmodulations- oder zeitaufgelosten MeBmethoden wird dabei eine ReferenzgroBe bestimmt, wel- 
che das Verhaltnis der beiden einzelnen Lumineszenzintensitatsanteile ausdriickt, wobei diese ReferenzgroBe unabhan- 

40 gig von der Gesamtintensitat des Lumineszenzsignals ist, und damit die Referenzierung der kurzlebigen vom Analyten 
abhangigen Ruoreszenzkomponente ermoglicht. 

. Zitate ' • 
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55 Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur fluorometrischen Bestimmung eines biologischen, chemischen oder physikalischen Parameters ei- 
ner Probe unter Verwendung zumindest zweier verschiedener Leuchtstoffe (flu, ref), deren erster (flu) zumindest in 
der Luimneszenzintensitat auf den Parameter anspricht und deren zweiter (ref) zumindest in der Lumineszenzinten- 

60 sitat und der Abklingzeit auf den Parameter nicht anspricht, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, 

ref) unterschiedliche Abklingzeiten aufweisen und das Zeit- oder Phasenverhalten der sich ergebenden Lumines- 
zenzantwort zur Bildung einer ReferenzgroBe (R) fur die Bestimmung des Parameters verwendet wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als ReferenzgroBe ein Verhaltnis (R) der beiden Lu- 
naineszenzintensitatsanteile verwendet wird, welches unabhangig vori der Gesamtintensitat der Lumineszenzsignals 

65 . ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Abklingzeit des zweiten Leuchtstoffs (ref) 
langer ist als die des ersten Leuchtstoffs (flu). 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) 
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coim^aobilisiert* vorliegen. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als ReferenzgroBe (R) eine 
Phasenverschiebung (OnJ der Lumineszenzantwort des ersten Leuchtstoffs (flu) zu der des zweiten Leuchtstoffs 

• (ref) verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die ReferenzgroBe (R) aufgrund des 5 
Zeitveriaufs der Lumineszenzantwort des zweiten Leuchtstoffs (ref) bestimmt wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Abklingzeit des ersten 
Leuchtstoffs (flu) im Bereich von 0,3 Nanosekunden bis zu etwa 100 Nanosekunden liegt 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der zweite Leuchtstoff (ref) 

als Trager eines Untergrund-Lumineszenzsignals fungiert, wobei insbesondere die Abklingzeit des zweiten Leucht- 10 
stoffs (ref) im Bereich von 1 Nanosekunden bis 10 Millisekunden liegt 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Anregungs- oder/und 
Emissionsspektren der Leuchtstoffe (flu, ref) einander uberlappen. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) 
gleichzeitig, insbesondere mit gleichzeitigem Erregungsanfang oder/und gieicher Erregungsdauer, erregt werden. 15 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die ParametermeBgroBe 
. (Aflu) sowie die ReferenzgroBe (A^f) aus einem Summensignal (Ag^ der sich ergebenden gemeinsamen Lumines- 
zenzantwort ermittelt wird. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) 
durch eine einzige Lichtquelle gemeinsam erregt werden. 20 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Lurnineszenzantwor- 
ten der Leuchtstoffe (flu, ref) durch einen einzigen Detektor gemeinsam erfaBt werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als die ReferenzgroBe (R) die gemessene Phasenver- 
schiebung (OnJ des Summensignals (ges) aus Ruoreszenzsignal (flu) und verzogertem Referenzsignal (ref) ver- 

( wendet wird und somit das Verhaltnis der beiden Anteile widerspiegelt . ° 25 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Modulationsfrequenz auf die Abklingzeit des je- 
weiligen langerlebigen Leuchtstoffs (ref) abgestimmt wird, und insbesondere im Bereich zwischen 0,5 und 300 kHz 
liegt 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die ReferenzgroBe (R) mit 
Hilfe einer zeitaufgelosten Messung ermittelt wird, wobei die ReferenzgroBe (R) ein Verhaltnis zwischen der Lumi- 30 
neszenzintensitat (!{) wahrend des Anreg ungsimpulses und der Lumineszenzintensitat (I 2 ) nach dem Ausschalten 

der Lichtquelle darstellt 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der kurziebige Leuchtstoff (flu) an der Oberflache 
von Partikeln, die den langlebigen Leuchtstoff (ref) enthalten, fixiert.ist und die Partikel ohne zusatzlichen Trager 
direkt in die Probe eingebracht werden. 35 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die in die Probe eingebrachten Partikel mit einem 
Flow-Cytometer vermessen werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die in die Probe eingebrachten Partikel mit einem 
Ruoreszenzmikroskop vermessen werden. 

20. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Sensoren mit Hilfe von bildgebenden Methoden 40 
zweidimensional ausgelesen werden. 

21 . Vorrichtung zur fluorometrischen Bestimmung eines biologischen, chemischen oder physikalischen Parameters 
einer Probe, umfassend: ^ 
ein Sensormittel, das zumindest zwei verschiedene Leuchtstoffe (flu, ref) aufweisti deren erster (flu) zurnindest in 

der Lumineszenzintensitat auf den Parameter anspricht und deren zweiter (ref) zumindest in der Lumineszenzinten- 45 
sitat und der Abklingzeit auf den Parameter nicht anspricht, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) 
C unterschiedliche Abklingzeiten aufweisen und das Zeit- oder Phasenverhalten der sich ergebenden Lumineszenz- 

^ ' antwort zur Bildung einer ReferenzgroBe (R) fiir die Bestimmung des Parameters verwendet wird. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB die Abklingzeit des zweiten Leuchtstoffs (ref) 
langer ist als die des ersten Leuchtstoffs (flu). 50 

23. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) 
coirnmobilisiert vorliegen. 

24. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB sie die ReferenzgroBe (R) auf- 
grund einer Phasenverschiebung (OJ der Lurnineszenzantwort des ersten Leuchtstoffs (flu) zu der des zweiten 
Leuchtstoffs (ref) bestimmt .55 

25. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB die ReferenzgroBe (R) auf- 
grund des Zeitveriaufs der Lumineszenzantwort des zweiten Leuchtstoffs (ref) bestimmt wird. 

26.. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 25, dadurch gekennzeichnet, daB die Anregungs- oder/und die 
Emissionsspektren der Leuchtstoffe (flu, ref) einander uberlappen. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) 60 
gleichzeitig, insbesondere mit gleichzeitigem Erregungsanfang oder/und gieicher Erregungsdauer, erregt werden. 

28. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 27, dadurch gekennzeichnet, daB die ParametermeBgroBe (A fiu ) 
sowie die ReferenzgroBe (Aref) aus einem Summensignal (A ges ) der sich ergebenden gemeinsamen Lumineszenz- 
antwort ermittelt wird. 

29. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) durch 65 
eine einzige Lichtquelle gemeinsam erregt werden. 

30. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2-1- bis 29, dadurch gekennzeichnet, daB die Lumineszenzantworten der 
Leuchtstoffe (flu, ref) durch einen einzigen Detektor gemeinsam erfaBt werden. 
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31. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der langlebige Leuchtstoff (ref) in einer Grundie- 
rungsschicht immobilisiert ist, welche von der chemisch sensitiven Schicht, die den kurzlebigen Leuchtstoff (flu) 
enthalt, iiberzogen ist. 

32. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der langlebige Leuchtstoff (ref) in pulverisierter 
Form vorliegt und in einer chemisch sensitiven Schicht, die den kurzlebigen Leuchtstoff (flu) enthalt, dispergiert ist. 

33. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der langlebige Leuchtstoff (ref) zusammen mit 
dem kurzlebigen Leuchtstoff (flu) in einer gemeinsamen Tragerschicht immobilisiert ist. 

34. Vorrichtung nach Anspruch 21", dadurch gekennzeichnet, daB der langlebige Leuchtstoff (ref) an der AuBenseite 
einer Tragerschicht fur die sensitive Schicht, die den kurzlebigen Leuchtstoff (flu) enthalt, immobilisiert ist 

35. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet^daB der kurzlebige Leuchtstoff (flu) an der Oberflache_ 
~vbh Partikeln,'die _ deh lahglebigeh Leuchtstoff (ref) enthalteri, fixiert ist. 

36. Vorrichtung nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daB die Partikel in eine fur den zu messenden Para- 
meter durchlassige Matrix eingebettet sind. 

37. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der langlebige Leuchtstoff (ref) aus der Gruppe 
der lumineszierenden Ubergangsmetallkomplexe mit Ru, Re, Os, Rh, Ir oder Pt als Zentralatom und a-Diiminligan- 
den stammt 

38. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der langlebige Leuchtstoff (ref) aus der Gruppe 
der phosphoreszierenden Porphyrine mit Pt, Pd, Lu und Sn als Zentralatom stammt 

39. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der langlebige Leuchtstoff (ref) ein phosphores- 
zierender Feststoff wie Cr(H)-YAG oder Alexandrit ist 

40. Verfahren nach Anspruch 1 oder Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der insbesondere 
zur zeitaufgelosten Messung dienende langlebigen Leuchtstoff in Sol-Gel eingebettet wird, welches anschlieBend 
gesintert, gemahlen und in eine das kurzlebige Leuchtstoff (flu) enthaltende sensitive Schicht eingebettet wird. 

41. Verfahren nach Anspruch 1 oder Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der zu messende 
chemische Parameter in der Probe der pH-Wert, die Konzentration bestimmter verschiedener ionischer Verbindun- 
gen wie z. B. Kalium, Calcium, Nitrat, Chiorid und verschiedener Schwermetalle oder die Konzentration gasformi- 
ger Komponenten wie z. B. CO2 und NH3 oder das Redoxpotential ist. 

42. Verfahren nach Anspruch 1 Oder Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der zu messende 
biologische Parameter ein mit Huoreszenzfarbstoffen markierter Antikorper oder Antigen ist 

43. Verfahren nach Anspruch 1 oder Vorrichtung nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, daB der kurzlebige 
Leuchtstoff (flu) ein pH-sensitiver Fluoreszenindikator ist 

44. Verfahren nach Anspruch 1 oder Vorrichtung nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, daB der kurzlebige 
Leuchtstoff (flu) ein chelatbildender Ruoreszenzindikator ist 
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